



IDENTIFIZIERUNG UND CHARAKTERISIERUNG ESSENTIELLER 




zur Erlangung des akademischen Grades 
doctor medicinae (Dr. med.) 
 
an der Medizinischen Fakultät 





eingereicht von:  Doreen Wittkopf 
geboren am 22.08.1986 in Rodewisch 
 
 
angefertigt am:  Institut für Biochemie, Molekulare Biochemie 
Medizinische Fakultät, Universität Leipzig  
 
 
Betreuer:   Herr Prof. Dr. med. Torsten Schöneberg 
   Institut für Biochemie, Molekulare Biochemie 
   Medizinische Fakultät, Universität Leipzig 
 






Inhaltsverzeichnis ................................................................................................................... 1 
Bibliographische Beschreibung .............................................................................................. 2 
Abkürzungsverzeichnis .......................................................................................................... 3 
Einführung in die Thematik .................................................................................................... 4 
1. Struktur- / Funktionsbeziehungen von Proteinen ....................................................... 4 
2. G-Protein-gekoppelte Rezeptoren .............................................................................. 4 
3. Funktionelle Analyse von GPCR – Möglichkeiten und Begrenzungen ..................... 7 
4. Funktionelle GPCR-Analyse im heterologen Hefeexpressionssystem ...................... 8 
5. Der ADP-Rezeptor P2Y12 als idealer GPCR für Struktur-/ Funktionsuntersuchungen 
  .................................................................................................................................. 10 
6. Herstellung von Rezeptormutanten – Möglichkeiten und Wege ............................. 11 
7. Nutzung von evolutionären Daten zur Charakterisierung von GPCR ..................... 12 
8. Aufgabenstellung ..................................................................................................... 13 
9. Zusammenfassung und Ausblick ............................................................................. 14 
Publikationsmanuskript ........................................................................................................ 16 
Zusammenfassung der Arbeit ............................................................................................... 25 
Literaturverzeichnis .............................................................................................................. 29 
Anlagen ................................................................................................................................. 32 
I. Ergänzungsunterlagen zur wissenschaftlichen Veröffentlichung ....................... 32 
II. Erklärung über die eigenständige Abfassung der Arbeit .................................... 39 
III. Lebenslauf Doreen Wittkopf ............................................................................... 40 
IV. Publikationen ...................................................................................................... 42 








Identifizierung und Charakterisierung essentieller Aminosäuren im humanen ADP-Rezeptor 
P2Y12 
Institut für Biochemie, Molekulare Biochemie, Medizinische Fakultät, Universität Leipzig 
 
Dissertation zur Erlangung des akademischen Grades doctor medicinae (Dr.med.) 
43 S., 70 Lit., 6 Abb., 6 Tab., 5 Anlagen 
 
Kardiovaskuläre Ereignisse bilden die Haupttodesursache in den westlichen Ländern. Mit der 
Einführung von Clopidogrel, welches am ADP-Rezeptor P2Y12 wirkt, konnte die Mortalität 
und Morbidität von kardiovaskulären Ereignissen signifikant gesenkt werden. Der P2Y12 
gehört als G-Protein-gekoppelter Rezeptor (GPCR) zur größten Gruppe membranständiger 
Rezeptoren, welche durch ihr ubiquitäres Vorkommen einen idealen Angriffspunkt in der 
Pharmakotherapie bilden. Zur intelligenten und gezielten Entwicklung von neuen 
Arzneimitteln bedarf es umfassender Kenntnisse der Struktur- und Wirkungsbeziehung von 
GPCR. Um den Modellrezeptor P2Y12 strukturell und funktionell zu charakterisieren, wurde 
eine sättigende Mutagenese in einem funktionell essentiellen Bereich des Rezeptors 
(Transmembranhelices 6 und 7 sowie 3. extrazellulärer Loop) durchgeführt. Hiermit sollten 
die Auswirkungen von Punktmutationen auf die Funktionsweise des Rezeptors untersucht 
werden. Hierfür wurden sättigende Mutantenbibliotheken für 66 Positionen erstellt, wobei 
jede Aminosäure (AS) durch jede nicht natürlicherweise im humanen P2Y12 vorkommende 
AS ersetzt wurde (1254 Mutanten). Diese wurden funktionell im Expressionssystem der Hefe 
Saccharomyces cerevisiae mit steigenden Agonistenkonzentrationen charakterisiert und 
anhand ihrer Funktionalität klassifiziert. Dabei wiesen 90,8 ± 1,9 % der Rezeptormutanten 
keine Wildtypeigenschaften auf. Die Auswertung von 77 Wirbeltierorthologen zeigte ebenso 
eine hohe Konservierung von 90,7 ± 1,5 % pro Position. Im direkten positionalen Vergleich 
zwischen evolutionären und in vitro Daten konnte eine Übereinstimmung der in vitro und in 
vivo Daten von 90,2 % gefunden werden. Die funktionellen Daten wurden in eine Online-
Mutantendatenbank eingearbeitet und wurden in einem 3D-Rezeptor-Homologiemodell 
visualisiert. Damit ist der Beweis geführt worden, dass es mit guter 
Vorhersagewahrscheinlichkeit möglich ist, von evolutionären Daten Rückschlüsse auf die 








cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat 
ECL extrazelluläre Schleife 
GDP Guanosindiphosphat 
GPCR G-Protein-gekoppelter Rezeptor 
GTP Guanosintriphosphat 





Die Drei- und Einbuchstaben-Codes der Aminosäuren entsprechen den allgemeinen IUPAC-
Regeln und werden nicht gesondert aufgeführt.   
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EINFÜHRUNG IN DIE THEMATIK 
1. Struktur- / Funktionsbeziehungen von Proteinen 
Mit der Entschlüsselung des menschlichen Genoms durch das international vernetzte Humane 
Genome Project und der Entschlüsselung der Genome weiterer Lebewesen kann zunehmend 
Einblick in den grundlegenden molekularen Aufbau aller Lebewesen gewonnen werden (1). 
Dabei haben sich Unterschiede in den Gensequenzen zwischen den unterschiedlichen Spezies 
und zwischen einzelnen Individuen einer Spezies herausgestellt. Es stellt sich die Frage, 
welche funktionelle Bedeutung diese Unterschiede besitzen. Dies ist besonders wichtig, um 
zu klären, inwiefern interindividuelle Unterschiede einen Adaptationsmechanismus darstellen 
oder intraindividuelle Unterschiede einen Krankheitswert besitzen. Um diese Fragen 
beantworten zu können, bedarf es meist sehr aufwändiger Methoden, wie zum Beispiel 
Tiermodelle, in vitro Assays, Homologiemodelle oder Kristallstrukturen. Leider können auch 
diese Methoden nur eine bedingte Aussage zum Verhältnis Genvariante und Phänotyp treffen, 
weil lediglich Teilstrukturen beleuchtet werden oder komplexe in vivo Bedingungen nicht 
simuliert werden. Auch Kristallstrukturen bieten nur eine begrenzte Aussagemöglichkeit, da 
sie lediglich eine Momentaufnahme eines Proteins sind, welches sich in einem bestimmten 
Aktivitätszustand befindet.  
Da sich nicht alle Fragen aus direkten strukturanalytischen Methoden wie der Kristallographie 
und NMR-Spektroskopie z.B. in Hinblick auf die funktionelle Relevanz einzelner Positionen 
in einem Protein ableiten lassen, nutzt man indirekte Methoden, bei denen z.B. solche 
Positionen mittels Mutagenese gezielt ausgetauscht und die Mutanten funktionell 
charakterisiert werden. Mit der zunehmenden Verfügbarkeit der Genome vieler Spezies findet 
ein weiterer indirekter Ansatz seine Anwendung die Relevanz einzelner Positionen in 
Proteinen zu beschreiben. Dieser sogenannte evolutionäre Ansatz geht von der Annahme aus, 
dass in Proteinen über die Evolution funktionell essentielle Positionen in den verschiedenen 
Spezies konserviert wurden, variable Positionen hingegen nur geringe oder adaptive Relevanz 
haben. Im Vergleich zu sättigenden Mutagenese-Studien ist dieses Verfahren einfach und 
verhältnismäßig kostengünstig. Jedoch wurde die Vergleichbarkeit und Validität der 
Aussagen beider Methoden bisher nicht analysiert. 
2. G-Protein-gekoppelte Rezeptoren  
Für das Überleben einer Zelle ist die Kommunikation mit ihrer Umgebung sehr wichtig. G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) sind dabei für die Interaktion einer Zelle mit ihrer 
Umgebung unerlässlich. Als größte Gruppe membranständiger Proteine sind sie für die 
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Kommunikation zwischen verschiedenen Zellen und die Weiterleitung äußerer Signale in das 
Zellinnere verantwortlich. So können sie durch chemisch sehr unterschiedliche 
Signalmoleküle und physikalische Reize aktiviert werden, wie z. B. Hormone, Duftstoffe, 
Neurotransmitter, Licht, Geschmacksstoffe, Peptide, Nukleotide und Lipide. Das Genom des 
Menschen umfasst ca. 1200 Gene für diese Vertreter, wobei etwa 900 Gene für olfaktorische 
Rezeptoren oder ihre Pseudogene kodieren (vgl. http://www.gpcr.org/7tm/). GPCR machen 
über 2 % der menschlichen Gene aus (2). GPCR werden in fünf verschiedene Klassen 
eingeteilt, wovon die größte mit ca. 70 % die Gruppe der Rhodopsin-ähnlichen Rezeptoren ist 
(3). Zu dieser Klasse zählen viele wichtige Vertreter, wie zum Beispiel die α- und β-
Rezeptoren des vegetativen Nervensystems oder die Rhodopsin-Rezeptoren in den 
Photorezeptorzellen des Auges (3). 
Alle GPCR verfügen über einen ähnlichen strukturellen Aufbau mit sieben 
Transmembranhelices, die durch drei intra- und extrazelluläre Schleifen verbunden sind. 
Extrazellulär befindet sich der N-Terminus und intrazellulär der C-Terminus. Nach 
Rezeptoraktivierung kommt es zu einer Konformationsänderung des Rezeptors und zur 
Interaktion mit dem heterotrimeren G-Protein an der zytoplasmatischen Seite, welches nach 
Austausch von Guanosindiphosphat (GDP) zu Guanosintriphosphat (GTP) in seine α- und βγ-
Untereinheit dissoziiert und verschiedene Effektorkaskaden aktivieren oder inhibieren kann 
(4–6). 
Nach Interaktion mit einem Liganden kommt es aufgrund der dynamischen Natur der 
Rezeptoren zur Konformationsänderung des Rezeptors, wobei bestimmte Abschnitte allen 
GPCR gemeinsame charakteristische Bewegungen vollführen (7). Dabei spielen bestimmte 
hoch konservierte Aminosäuren eine wichtige Rolle, die über verschiedene Bindungen 
miteinander interagieren. Dazu gehören ca. 25 Aminosäuren in allen Transmembranhelices 
(TM), wobei die dritte, sechste und siebte Helix einen besonderen Stellenwert auf Grund einer 
großen Anzahl konservierter Aminosäureresten besitzen (siehe Tab. 1) (8, 9). 
Beim Vergleich der Kristallstrukturen verschiedener Aktivitätszustände von GPCR haben sich 
Veränderungen vor allem im Bereich der TM 3, 6 und 7 gezeigt (10). Dabei werden zwischen 
inaktivem und aktiviertem Zustand Rotationen und Massenbewegungen von bis zu 11 Å der 
Helices 3, 6 und 7 vollzogen (10). Es wird von mehreren hoch konservierten 
mikromolekularen Schaltern ausgegangen, die in Helix 3, 6 und 7 lokalisiert sind. Sie sind die 
Voraussetzung für die Erhaltung des inaktiven Zustandes, die Interaktion des GPCR mit dem 
dazugehörigen Liganden, sowie für den nachfolgenden Mechanismus der Rezeptoraktivierung 
und der Interaktion mit dem G-Protein (7, 8). 
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Tab. 1: Hoch konservierte Aminosäurereste in Rhodopsion-ähnlichen GPCR. Wie 
zahlenmäßig erfasst, kommen in TM3, 6 und 7 besonders viele hoch konservierte AS-Reste vor (nach (10)). Die 
Nummerierung erfolgte nach Ballesteros und Weinstein (11). 
 
 
Anhand dessen zeigt sich die enorme Bedeutung des Rezeptorabschnitts von TM6 über ECL3 
bis TM7, dem eine besondere Stellung in der Funktion des Rezeptors zukommt (7, 10). Eine 
vollständige Struktur-/ Funktionsanalyse dieses Rezeptorabschnittes bringt somit einen 
großen Gewinn für das grundlegende Verständnis von GPCR und deren 
Aktivierungsmechanismus. 
GPCR sind evolutionär gesehen sehr alte Membranproteine (2), deren evolutionäres Alter ca. 
1,2 Mrd. Jahre beträgt (12). GPCR kommen in allen eukaryotischen Spezies vor. 
Dreiundzwanzig Prozent des Proteoms der humanen Zellmembranen bestehen aus 
Rezeptoren, wobei GPCR mit 67 % die größte Gruppe darstellen (13). Die Expansion ihrer 
Anzahl in höheren Lebewesen kann mit dem erhöhten Bedarf an einem vielfältigen 
Kommunikationssystem in einem komplexen, multizellulären Organismus erklärt werden 
(13). Die strukturelle Vielfalt eines Rezeptors innerhalb einer Spezies ist dabei das Ergebnis 
eines langen evolutionären Prozesses, in welchem kontinuierlich Mutationen angehäuft und 
unter den verschiedensten Lebensbedingungen in vivo im Laufe der Evolution selektiert 
wurden (14). Dabei ist die Gewährleistung der Rezeptorfunktion von besonders großer 
Bedeutung, wenn der Rezeptor eine lebenswichtige Aufgabe im Organismus erfüllt (14). 
Auf GPCR wirkt somit unter der Voraussetzung der fitnessbeeinflussenden Funktion ein 
starker negativer Selektionsdruck. Das heißt, dass Mutationen, die eine negative Auswirkung 
auf den Organismus haben, zu einer geringeren Fitness desselbigen und damit zu einer 
geringen Fortpflanzungsrate führen. Dies zeigt sich vor allem bei Veränderungen im 






























Transmembranbereich der Rezeptoren anhand der geringen Anzahl nichtsynonymer 
Mutationen im Verhältnis zu synonymen Mutationen (15, 16). 
Aktivierende oder inaktivierende Mutationen in GPCR sind die Ursache für über 30 
vererbbare Krankheiten (17, 18). Sie können aber auch eine Möglichkeit zur Adaptation an 
veränderte Umweltbedingungen bieten (19). Funktionsverändernde und krankheitsbedingende 
Mutationen finden sich vorwiegend im TM-Bereich von GPCR. 
Aufgrund all dieser genannten Eigenschaften sind GPCR ideale Modellproteine, um 
evolutionäre Daten mit in vitro-Experimenten zu vergleichen. 
3. Funktionelle Analyse von GPCR – Möglichkeiten und Begrenzungen 
Zur näheren funktionellen und strukturellen Charakterisierung von GPCR stehen mehrere 
mögliche Methoden zur Verfügung. Eine wichtige Methode zur Untersuchung von GPCR ist 
die Analyse von Proteinkristallen (20). Hierbei wird nach Überexpression und Reinigung des 
Proteins ein Kristall hergestellt, welcher dann mittels Röntgenstrukturanalyse untersucht wird. 
Im Jahr 2000 wurde so die Struktur des bovinen Rhodopsins entschlüsselt (21). Andere durch 
Kristallisation untersuchte GPCR sind z.B. der humane β2-Adrenorezeptor (22, 23), der 
humane H1-Histaminrezeptor (24), der murine δ-Opioid-Rezeptor (25) und der humane M2-
Acetylcholinrezeptor (26). Allerdings gestaltet sich die Kristallisation bei Membranproteinen 
wie GPCR aufgrund ihrer eigenen Instabilität und der Abhängigkeit ihrer Konformation vom 
umgebenden Medium schwierig. Deswegen konnten die meisten GPCR nur in Anwesenheit 
eines Antagonisten, durch Einfügen von stabilisierenden Mutationen sowie in Anwesenheit 
von Antikörpern bzw. Antikörperfragmenten kristallisiert werden (27). Diese Prozesse führten 
zwar einerseits zur notwendigen Stabilisierung des GPCR, andererseits aber auch zu 
Veränderungen natürlicher Rezeptoreigenschaften. 
Die Untersuchung von Kristallstrukturen, welche aktivierte und inaktive GPCR-Zustände 
abbilden, zeigte, dass GPCR dynamische Proteine sind, die zwischen verschiedenen 
Konformationszuständen oszillieren und durch Agonisten oder Antagonisten in den 
verschiedenen Zuständen stabilisiert werden (28). Dies macht umso mehr deutlich, dass 
Kristallstrukturen nur eine Momentaufnahme bieten und durch stabilisierende Veränderungen 
am Protein nicht naturgetreue Zustände darstellen können. Schlussfolgerungen und 
Voraussagen aus Kristallstrukturen sind somit begrenzt (29). 
Eine weitere Möglichkeit besteht in der computergestützten Konstruktion von 
Homologiemodellen. Dabei werden bereits vorhandene GPCR-Kristallstrukturen als Vorlage 
für einen anderen GPCR verwendet. Mittels dieser Methode können gute Vorhersagen 
8 
 
bezüglich der Position der Transmembranhelices, jedoch nicht bezüglich der variablen extra- 
und intrazellulären Schleifen getroffen werden (29). 
 
Mutationsanalysen bieten ebenfalls die Möglichkeit, GPCR zu charakterisieren. Dabei können 
entweder gezielt Punktmutationen oder über Zufallsmutagenese eine oder mehrere 
Mutationen in die kodierende Sequenz eingefügt werden. Eine weitere 
Untersuchungsmethode besteht in dem systematischen Austausch jeder Aminosäure durch 
Alanin oder Cystein (30). Allerdings kann mit Hilfe dieser Methode keine Vorhersage über 
die Funktionsänderung beim Austausch zu anderen Aminosäuren getroffen werden. Zum 
Beispiel wurde bei der Untersuchung des DRY-Motivs des GPR33 unterschiedlicher Spezies 
gezeigt, dass in Mus musculus castaneus eine Mutation des Arg an Position 3.50 zu Histidin 
keine Funktionsveränderung bewirkt. An der gleichen Position führte die Mutation zu Glycin 
allerdings zu einem vollständigen Funktionsverlust, welche natürlicherweise in Mesocricetus 
auretus vorkommt (31). Dies unterstreicht die Bedeutung der Herstellung einer vollständigen 
Mutantenbibliothek, wobei alle Rezeptorpositionen durch jede der anderen 19 möglichen 
Aminosäuren ersetzt werden. 
4. Funktionelle GPCR-Analyse im heterologen Hefeexpressionssystem 
Um Mutanten eines Rezeptors funktionell zu untersuchen, gibt es mehrere Möglichkeiten. 
Eine einfache und kostengünstige Variante stellt dabei das heterologe Hefeexpressionssystem 
dar. In diesem konnten bereits verschiedene GPCR erfolgreich exprimiert und funktionell 
getestet werden. Dazu gehören z. B. der β2-Adrenorezeptor (32), der Somatostatin- (33) und 
der A2a-Adenosinrezeptor (34, 35). Ebenfalls wurden der humane und murine P2Y12 im 
Hefesystem von S. cerevisiae untersucht (36). Dabei waren die funktionellen Ergebnisse aus 
dem Hefesystem mit jenen aus Säugerzellexpressionssystemen vergleichbar (36). 
Die Hefe S. cerevisiae besitzt zwei intrinsische GPCR-Systeme, über welche der Pheromon- 
und der Glukosestoffwechselweg reguliert werden (37, 38). Der Glukosestoffwechselweg 
wird über die Interaktion mit dem GPCR Gpr1 aktiviert. Bis jetzt sind experimentell keine 
Hinweise einer Interaktion von im Hefeexpressionsystem getesteten GPCR mit dem 
intrinsischen Glukosestoffwechselweg gefunden worden (39). Der Pheromonsignalweg 
besteht aus zwei GPCR: Ste2 und Ste3. Jede haploide Hefezelle sekretiert als a-Zelle den a-
Faktor und als α-Zelle den α-Faktor, welche an den dazugehörigen Rezeptor binden (Ste2 für 
den a-Faktor, Ste3 für den α-Faktor). Nach Rezeptoraktivierung kommt es zur Dissoziation 
des zugehörigen G-Proteins in seine α- (Gpa1) und βγ-Untereinheit (Ste4 und Ste18). Diese 
9 
 
aktivieren mittels Phosphorylierung über die MAP-Kinase-Kaskade Far1 und Ste12. Far1 
führt zum Zellzyklusarrest und Ste12 als Transkriptionsfaktor zur Expression von zur 
Konjugation notwendigen Genen (u.a. Fus1) (37, 38). 
Um humane GPCR funktionell in S. cerevisiae testen zu können, wurde die intrazelluläre 
Signalkaskade des Pheromonsignalweges verändert (siehe Abb. 1). Es wurden an der α-
Untereinheit des G-Proteins C-terminal 5 Aminosäuren durch die der humanen α-Untereinheit 
ersetzt. Die Konstruktion eines solchen chimären G-Proteins ist notwendig, damit eine 
Interaktion zwischen dem G-Protein der Hefe und dem humanen GPCR stattfinden kann. 
Weiterhin wurde das Effektorprotein Far1 ausgeschaltet, wodurch bei Aktivierung des GPCR 
der Zellzyklusarrest verhindert wird. An das vom Transkriptionsfaktor Ste12 aktivierte Gen 
Fus1 wurde das Gen HIS3 gekoppelt, welches ein Enzym der Histidinbiosynthese kodiert. 
Das Hefezellwachstum in histidinfreiem Medium ist somit ein Maß für die 
Rezeptoraktivierbarkeit und kann einfach und kostengünstig über die Bestimmung der 
optischen Dichte detektiert werden (34). 
Da S. cerevisiae keine weiteren endogenen GPCR besitzt, können damit Ligandenselektivität 
vorausgesetzt und Interaktionen mit anderen intrinsischen GPCR, wie es bei 
Säugerzellsystemen vorkommt, ausgeschlossen werden. Die Funktionsweise von GPCR ist 
von deren sie umgebender Membran abhängig. Die Unterschiede in der Zusammensetzung 
von Hefezellmembranen und Säugerzellmembran sind bekannt. Mit dem Beweis der 
vergleichbaren Stimulation des ausgewählten Rezeptors, können durch das Hefesystem 
bedingte Interaktionen ausgeschlossen werden (36). Mit diesem Expressionssystem kann 
somit die funktionelle Untersuchung von GPCR im Hochdurchsatzverfahren einfach und 
kostengünstig durchgeführt werden. 
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5. Der ADP-Rezeptor P2Y12 als idealer GPCR für Struktur-/ 
Funktionsuntersuchungen 
Ein idealer Rezeptor zur Erforschung der Struktur-/ Funktionsbeziehung von GPCR ist der 
auf Thrombozyten und Mikroglia vorkommende ADP-Rezeptor P2Y12 (42). Er wird durch 
Adenosindiphosphat (ADP) aktiviert, welches unter physiologischen Bedingungen eine 
Schlüsselrolle in der Thrombozytenaktivierung spielt (42). Nach Schädigung des Endothels 
kommt es zur Freilegung der darunter liegenden prothrombotischen Faktoren des 
Subendothels, zu welchen unter anderem der von-Willebrand-Faktor und Kollagen gehören. 
Durch Adhäsion an die dazugehörigen auf Thrombozyten lokalisierten Rezeptoren kommt es 
zur Aktivierung von intrazellulären Signalkaskaden, die zur Freisetzung der thrombozytären 
Granula führen. Diese enthalten prothrombotische Mediatoren, wie ADP und Thromboxan 
Abb. 1: Funktionelle Expression des P2Y12-Rezeptors in S. cerevisiae. Der P2Y12-Rezeptor wurde 
in der Hefe S. cerevisiae exprimiert (in rot dargesteller 7-Transmembranrezeptor). N-terminal wurde 
ein neun Aminosäuren-langes Epitop (in blau dargestellt) angefügt zur Darstellung in 
immunologischen Assays (40, 41). Am G-Protein Gpa1 der Hefe wurden die fünf C-terminalen 
Aminosäuren durch jene Aminosäuren des humanen Gαi-Proteins (in grün dargestellt) ausgetauscht, 
um eine effiziente Kopplung an den inhibitorischen ADP-Rezeptor P2Y12 zu erhalten. Durch 
Ausschaltung des zum Zellzyklusarrest-führenden Signalwegs Far1 und dessen Umleitung auf die 
Produktion von Histidin über das Fusionsprotein FUS1-HIS3 ist ein Wachstum in Histidin-freiem 
Medium möglich. Die Aktivierbarkeit des Rezeptors (aktivierbar durch Liganden oder konstitutiv 
aktive Mutanten) erfolgt über die Messung der optischen Dichte bei 600 nm (nach 34). 
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A2, welche eine positive Rückkopplungsschleife der Thrombozytenaggregation unterhalten 
(43–45). 
Das aus den Thrombozyten freigesetzte ADP wirkt an zwei Rezeptoren der P2Y12-Gruppe 
(46). ADP interagiert mit dem Gq-gekoppelten P2Y1-Rezeptor. Dies führt über die 
Aktivierung der Phospholipase C zur intrazellulären Kalziummobilisation mit der Folge einer 
vorübergehenden, schnell reversiblen Aggregation und Formveränderung (47–50). Er nimmt 
damit eine wesentliche Rolle in der Anfangsphase der Aggregation ein. 
Weiterhin aktiviert das ADP der Thrombozytengranula den P2Y12. Dort führt es zum 
Austausch von GDP durch GTP am assozierten Gαi-Protein und zur Dissoziation desselbigen 
in die Gαi- und Gβγ-Untereinheit (51, 52). Das aktivierte Gαi führt über eine Reduktion des 
intrazellulären cAMP zur verminderten Aktivität der Proteinkinase A (53). Dadurch kommt es 
zur Aktivierung mehrerer intrazellulärer Proteine, die u.a. zur Aktinpolymerisation und zur 
Stabilisierung der Formveränderung führen (43). Die dissoziierte βγ-Untereinheit verstärkt 
u.a. die  Aktivierung des Fibrinogenrezeptors und damit das Thrombuswachstum (54, 55). 
Weiterhin wird die Thromboxan A2-Bildung angeregt (56, 57). All dies unterstreicht die 
essentielle Rolle des ADP-Rezeptors P2Y12 in der Stabilisierung des Thrombus in der 
Blutgerinnung. 
Der P2Y12 gehört zur Gruppe der P2-Rezeptoren, die durch Nukleotide aktiviert werden (58). 
Zu ihnen gehören ionotrope P2X- und metabotrope P2Y-Rezeptoren. Innerhalb der P2Y-
Rezeptoren bilden die P2Y12-ähnlichen Rezeptoren aufgrund phylogenetischer 
Gemeinsamkeiten eine eigene Gruppe (59). Der P2Y12 besteht aus 342 Aminosäuren und ist 
damit ein relativ kleiner GPCR mit einer essentiellen Rolle für die Plättchenaggregation. Ein 
Defekt des Rezeptors führt zur Blutungszeitverlängerung (60–64). Aufgrund seiner wichtigen 
physiologischen Funktion als auch seines hohen evolutionären Alters (ca. 450 Mio. Jahre) ist 
der P2Y12 ein idealer Kandidat für eine groß angelegte in vitro-Mutationsstudie im Vergleich 
mit evolutionären in vivo-Daten. 
6. Herstellung von Rezeptormutanten – Möglichkeiten und Wege 
Mit der Entwicklung der Polymerasekettenreaktion (PCR) Anfang der 80er Jahre des 
vorherigen Jahrhunderts durch Kary Mullis wurde ein Meilenstein für die einfache und 
kostengünstige Vervielfältigung von DNA-Sequenzen erreicht (65). Um Mutationen in eine 
Sequenz einzufügen, gibt es verschiedene Möglichkeiten. Es wird zwischen ortsgerichteter 
und zufälliger Mutagenese unterschieden. Durch Fehler-getriggerte PCR können durch 
Überschuss eines bestimmten Oligonukleotids und damit mittels Veränderung der 
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Reaktionsbedingungen die Fehlerquote der Polymerase erhöht werden. Dadurch können 
Mutationen zufällig in die kodierende DNA-Sequenz eingefügt werden. Eine Abdeckung von 
100 %, das heißt, dass pro untersuchte AS-Position ein AS-Austausch stattfindet oder pro 
Position alle anderen möglichen AS generiert werden, ist in Relation zum Arbeitsaufwand 
nicht erreichbar (66). Bei der ortsgerichteten Mutagenese kann durch veränderte Primer eine 
gezielte Mutation eingefügt werden. Durch Verwendung von degenerierten Primern, die über 
ein NNN-Triplett verfügen, können beliebige Mutationen an einer bestimmten Position 
eingefügt werden. In Vorexperimenten konnte allerdings gezeigt werden, dass damit kein 
vollständiges Mutanten-Set, das heißt alle nicht natürlicherweise an dieser Position 
vorkommenden AS, generiert werden konnte (66). Durch Optimierung der Anzahl an 
degenerierten Primern zur effizienten Herstellung von 19 Mutanten pro Position hatte sich 
eine Kombination aus drei degenerierten Primern als praktikabel erwiesen. Allerdings ist auch 
mit dieser Methode bei der Selektion von > 100 Klonen keine 100 % Abdeckung mit allen 
AS-Varianten möglich. Durch die Weiterentwicklung in der Gentechnologie ist mit der 
Produktion von doppelsträngigen DNA-Sequenzen eine weitere Möglichkeit in der 
Generation einer Vielzahl von Mutanten entstanden. Kommerziell erhältliche 
Mutantenbibliotheken sind doppelsträngige DNA-Fragmente, die eine definierte Anzahl von 
Mutationen pro Position enthalten. Sie können über flankierende Erkennungssequenzen für 
Restriktionsendonukleasen in den entsprechenden Expressionsvektor kloniert werden. Mit 
Hilfe dieser Methode konnten durchschnittlich 15 von 19 gewünschten Aminosäurevarianten 
pro untersuchter Rezeptorposition generiert werden. Alle fehlenden Aminosäurevarianten 
konnten anschließend durch zielgerichtete Mutagenese konstruiert werden. Mit dieser 
Methode war es somit möglich, auf eine kostengünstige Art und mit einem dem Resultat 
angemessenen Aufwand, für eine große Anzahl an Rezeptorpositionen vollständige 
Mutantenbibliotheken herzustellen. 
7. Nutzung von evolutionären Daten zur Charakterisierung von GPCR 
Seit der Entstehung des Lebens und der damit verbundenen Konservierung und Weitergabe 
des Bauplans eines Organismus mittels RNA und DNA findet permament „Mutagenese“ in 





 eingebauten Fehler und nachfolgender Korrekturfähigkeit von 90 – 
99,9 % kommt es bei jeder Zellteilung abhängig von der Größe des Genoms eines 
Lebewesens (diploides menschliches Genom ca. 6 Mrd. Basenpaare) zu ca. 6 Mutationen (1, 
67). Diese bleiben meist ohne weitere Folgen für den Organismus. Treffen solche spontanen 
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Mutationen Protein-kodierende Sequenzabschnitte, können AS-Positionen verändert werden 
und damit manchmal auch die Proteinfunktion aktivieren oder inaktivieren. Je nach 
evolutionärem Alter eines Proteins kann daher davon ausgegangen werden, dass jede 
Aminosäureposition mindestens einmal zu allen anderen möglichen Aminosäurevarianten 
mutiert wurde. Bei entsprechender physiologischer Funktion des Rezeptors/Proteins kann dies 
die Fitness des Individuums beeinflussen. Die Konservierung eines Proteins während der 
Evolution korreliert dabei mit der Erhaltung der biologischen und biochemischen Funktion 
des Proteins (68). Man kann daher annehmen, dass Varianten eines lebenswichtigen 
Rezeptors/Proteins, die in unterschiedlichen Spezies vorkommen, im Rahmen einer 
definierten Standardabweichung eine physiologische Funktion erfüllen (19). Weiterhin konnte 
bei der de novo Modellierung von verschiedenen Proteinen gezeigt werden, dass unter 
Zuhilfenahme von Orthologdaten des Proteins eine Vorhersage der Architektur des Proteins 
für über zwei Drittel des Proteins möglich ist (69). Die zufällige und bisher unvollständige 
Überprüfung von in vitro Daten mit Ergebnissen aus Experimenten mit Orthologsequenzen 
legen eine große Prädiktionswahrscheinlichkeit nahe (19, 31, 70). Bis jetzt hat allerdings noch 
keine systemische Überprüfung des Prinzips stattgefunden, inwiefern evolutionäre in vivo 
Daten mit Daten aus in vitro Studien übereinstimmen und dementsprechend für die 
Vorhersage der Struktur-/ Funktionsbeziehung eines Proteins verwendet werden können. 
8. Aufgabenstellung 
Die Verlässlichkeit der Vorhersagen über die Struktur-Wirkungsbeziehungen von GPCR auf 
der Grundlage bisheriger Kristallstrukturmodelle ist sehr begrenzt. In Kombination mit 
Mutagenesestudien lässt sich die Aussagekraft von GPCR-Strukturmodellen erhöhen. Bisher 
waren solche Studien auf ausgewählte Rezeptorpositionen von GPCR bzw. einzelne 
Aminosäuresubstitutionen beschränkt. Da sättigende Mutagenesestudien für einen GPCR oder 
ein anderes Membranprotein fehlen, sind umfassende Aussagen über Struktur-/ 
Wirkungsbeziehungen limitiert. Daher soll beispielhaft am P2Y12 in einem repräsentativen 
Rezeptorbereich eine sättigende Mutagenese durchgeführt, die Mutantenbibliothek funktionell 
getestet und mit der natürlichen Sequenzvariabilität von P2Y12-Orthologen verglichen 
werden. Im Wesentlichen soll die Frage beantwortet werden, ob die Sequenzvariabilätat von 
Orthologen ausreichend ist, um verlässliche Vorhersagen zu Struktur-/ Wirkungsbeziehungen 





1. Herstellung von P2Y12-Rezeptormutanten 
In einem repräsentativen Abschnitt eines GPCR soll jede Position durch jede andere 
Aminosäure ersetzt werden. Der ADP-Rezeptor P2Y12 ist aufgrund seiner funktionellen 
Eigenschaften und seiner hohen physiologischen Relevanz besonders für diese Analyse 
geeignet. Da die Transmembranhelices 6 und 7 besonders bedeutsam für die GPCR-
Aktivierung sind, soll deshalb ein zusammenhängender Proteinabschnitt des P2Y12, der diesen 
Bereich umfasst (Position 236 - 301), sättigend mutiert werden. Es sollen unterschiedliche 
Methoden der Mutantenerstellung experimentell erprobt werden. Ziel ist es dabei, ein 
vollständiges Mutanten-Set für jede untersuchte Rezeptorposition zu erhalten. 
2. Funktionelle Untersuchung der P2Y12-Rezeptormutanten in Saccharomyces 
cerevisiae 
Die generierten P2Y12-Mutanten sollen anschließend im Hochdurchsatzverfahren funktionell 
charakterisiert und nach ihren Eigenschaften klassifiziert werden. Für diese in vitro-
Untersuchung eignet sich die heterologe Expression der P2Y12-Mutanten in Saccharomyces 
cerevisiae am besten. In diesem System ist die Rezeptorfunktionalität an das Wachstum der 
Hefezellen gekoppelt und somit lassen sich die funktionellen Parameter Basal-, Maximal- und 
EC50-Wert leicht durch die photometrische Bestimmung der optischen Dichte ermitteln. 
3. Vergleichende Untersuchungen zwischen in vitro- und Ortholog (in vivo)-
Daten 
Die Ergebnisse aus den funktionellen in vitro-Assays sollen außerdem mit P2Y12-
Orthologsequenzen verglichen werden. Orthologe sind Sequenzen des gleichen Proteins 
unterschiedlicher Spezies. Es ist davon auszugehen, dass sie im Laufe der Evolution mehrfach 
mutiert und in vivo unter den verschiedensten Lebensbedingungen getestet wurden. Somit 
können möglicherweise auch Orthologdaten Informationen über die strukturelle Relevanz von 
Mutationen liefern. Dies soll anhand eines Vergleichs überprüft werden. 
9. Zusammenfassung und Ausblick 
Untersuchungen der Beziehung zwischen Struktur und Funktion eines GPCR können zu 
dessen Verständnis beitragen. Durch die sättigende Mutagenese eines großen und funktionell 
bedeutsamen Abschnitts (TM 6, ECL 3 und TM7) des ADP-Rezeptors P2Y12 konnte dieser 
funktionell charakterisiert werden. Der systematische Vergleich der in vitro Daten aus den 
Hefezellkulturexperimenten mit den Orthologdaten zeigte eine hohe Korrelation bei der 
Konservierung der Aminosäuren (in vitro 90,8 ± 1,9 % vs. Orthologdaten 90,7 ± 1,5 %). Es 
wurde weiterhin gezeigt, dass es mit einer Wahrscheinlichkeit von 90,2 % möglich ist, mit 
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Hilfe von Orthologdaten die funktionelle Konsequenz eines Aminosäureaustauschs 
vorherzusagen. Damit konnte erstmals gezeigt werden, dass Orthologdaten eine valide 
Vorhersagemöglichkeit zur Erklärung der Bedeutung von Aminosäureaustauschen in 
Proteinen bieten. Die Übertragung dieses evolutionären Ansatzes auf andere GPCR und 
Proteine ist denkbar. 
Die Daten wurden in einer Online-Datenbank zusammengestellt und in Relation zu den 
evolutionären Daten gesetzt. Eine Darstellung in 2D als auch 3D in einer aktivierten und 
inaktiven Form des Rezeptors ist möglich. 
Es stehen verschiedene Möglichkeiten zur Verfügung, die 1254 Mutanten umfassende 
Bibliothek des P2Y12-Rezeptors weiter zu untersuchen und weitergehende Informationen über 
das Modellprotein eines GPCR zu gewinnen. Eine wichtige Schnittstelle im Verständnis der 
Funktionsweise eines GPCR ist die Interaktion mit seinem G-Protein. Mittels verschiedener 
veränderter G-Proteine kann jetzt das G-Protein-Bindungsverhalten des P2Y12 näher 
untersucht werden. Eine weitere Möglichkeit ist die Stimulation mit verschiedenen 
Substanzbibliotheken, um die Ligandenbindungsstelle des P2Y12 weiter zu charakterisieren.  
Die Charakterisierung von GPCR und anderen Proteinen ist eine wichtige Voraussetzung für 
das Verständnis von deren Struktur-/ Funktionsbeziehungen und damit eine wesentliche 
Bedingung für das Verständnis von krankheitsverursachenden Mutationen und für die 
intelligente Entwicklung von neuen Arzneimitteln. Neben aufwändigen in vitro-Studien, 
Tiermodellen und Kristallstrukturen konnte mit dieser Studie erstmals gezeigt werden, dass 
die Verwendung von evolutionären Daten ein valides Prinzip zur funktionellen und 
strukturellen Charakterisierung eines GPCR bietet. 
 
Die bisherigen Ergebnisse der beschriebenen Fragestellungen wurden in der nachfolgenden 
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GPCR bilden die größte Gruppe membranständiger Rezeptoren im menschlichen Organismus 
und sind mit ca. 25 % der in den letzten 10 Jahren zugelassenen Medikamenten 
Hauptangriffspunkt zur Entwicklung neuer Pharmaka. Für eine intelligente und gezielte 
Entwicklung benötigt es ein umfassendes Verständnis der Struktur-/ Wirkungsbeziehungen 
dieser Rezeptoren. Der auf Thrombozyten und Mikroglia vorkommende ADP-Rezeptor P2Y12 
ist ein Vertreter der Rhodopsin-ähnlichen GPCR und hat eine essentielle Bedeutung in der 
Thrombozytenaggregation. 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Erstellung einer sättigenden Mutantenbibliothek 
eines essentiellen Abschnitts des P2Y12. Diese Mutanten sollten funktionell in einem 
Hefeexpressionssystem getestet und nach Kriterien der Emin, Emax und EC50 klassifiziert 
werden. Weiterhin wurde eine Datenbank von > 70 Orthologen (gleiches Protein in 
unterschiedlichen Spezies) angefertigt. Diese Daten wurden mit den in vitro gefundenen 
Daten verglichen und nachfolgend in eine Online-Datenbank eingearbeitet und visuell in 
einem 3D-Rezeptormodell dargestellt.  
Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen sich wie folgt zusammenfassen: 
1. Zur Erstellung einer sättigenden P2Y12-Mutantenbibliothek benötigt es eine 
kostengünstige und im Hochdurchsatzverfahren praktikable Technik. Durch Insertion 
von Bibliotheken mit doppelsträngigen DNA-Fragmenten von ca. 200 bp Länge 
konnte trotz Selektion von > 100 Klonen keine sättigende Mutantenbibliothek erstellt 
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werden. Ca. 4 Mutanten/AS-Position mussten über Primer-gesteuerte Mutagenese 
hergestellt werden. 
2. Im Bereich der 66 AS-Positionen von Val236 bis Leu301 wurden sättigende 
Mutantenbibliotheken erstellt. Das entspricht 1254 Mutanten, d.h. 19 AS pro Position, 
welche nicht natürlicherweise im humanen P2Y12 vorkommen. 
3. TM 6 und TM 7 sind hoch konservierte Bereiche des P2Y12 (TM 6: 75,4 ± 5,2 %; 
TM 7: 76,4 ± 3,3 % Übereinstimmung zwischen Säugetier- und Fischorthologen). Die 
beide TM verbindende ECL 3 ist weniger stark konserviert (46,2 ± 5,2 % 
Übereinstimmung zwischen Säugetier- und Fischorthologen). 
4. Bei der Charakterisierung der Rezeptormutanten ohne Agonist oder durch Stimulation 
mit 10 µM MeS-ADP zeigte sich, dass ca. 60 % inaktive Rezeptormutanten waren. 
Die anderen 40 % wurden in Konzentrations-Wirkungskurven (10 pM bis 10 µM 
MeS-ADP) bezüglich ihrer Emin, Emax und EC50 –Werte näher charakterisiert. Damit 
konnten grundlegende Aussagen bezüglich der qualitativen als auch quantitativen 
Funktion der Rezeptormutanten getroffen werden. 
5. In unabhängigen Messungen in dreifacher Ausführung wurden die 1254 Mutanten 
charakterisiert. Unter Beachtung der zweifachen Standardabweichung für die 
Parameter Emin, Emax und EC50 hatten 1139 Mutanten (90,8 %) vom Wildtyp 
verschiedene Eigenschaften. 
6. Der P2Y12 ist ein evolutionär altes und hoch konserviertes Protein. Durch seine 
essentielle physiologische Rolle bildet die Sequenzvielfalt der Orthologe direkt die 
Variabilität der Wildtypfunktion ab. Es wurde eine Orthologdatenbank von 77 
verschiedenen Spezies angefertigt (59 stammten von Säugetieren, 18 von Fischen und 
Amphibien). Dabei wurde eine Konservierung von 90,7 ± 1,5 % für den gesamten 
untersuchten Rezeptorabschnitt gefunden. Dies korreliert in hohem Maße mit der in 
vitro gefundenen Konservierung pro AS-Position von 90,8 ± 1,9 % (Spearman’s 
r=0,511, P<0,0001). Beim positionsbezogenen paarweisen Vergleich von in vitro und 
in vivo Daten zeigte sich eine Übereinstimmung in 1131 Mutanten (90,2 %). 
7. Die arbiträre Definition der zweifachen SD wurde für die untersuchten Parameter Emin, 
Emax und EC50 in Frage gestellt und deren Korrelation jeweils zwischen ein- bis 
dreifacher SD in allen Kombinationen mit den in vivo gefundenen Daten überprüft. 
Dabei zeigte sich, dass die Kombination mit bester Korrelation mit den Orthologdaten 
folgende Kombination war: dreifache SD für Emin, zweifache SD für Emax und einfache 
SD für EC50. Sie zeigte eine Korrelation von 90,7 %. Basierend auf dieser Definition 
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der Wildtypfunktion zeigten 5,4 % der Mutanten Wildtypfunktion, 33,7 % einen 
partiellen Funktionsverlust und 1,7 % waren konstitutiv aktive Mutanten. 
8. Eine Vorhersage der Funktion war für > 90 % der Mutanten möglich. 9,3 % der 
Rezeptormutanten zeigten ein nicht mit den in vivo gefundenen Ergebnissen 
übereinstimmendes Verhalten. Die Variationsbreite der EC50 scheint in vivo geringer 
zu sein als experimentell angenommen. Zum anderen weisen Orthologdaten meist 
mehr als eine AS-Variante auf. Dies kann die strukturelle Umgebung der 
ausgetauschten AS beeinflussen und so z.B. inaktivierende AS-Austausche 
kompensieren. Des Weiteren können Effekte auf mRNA-Ebene, wie z.B. 
Veränderungen in deren Stabilität/Faltung/Splicing, oder Veränderung auf dem 
Translationsniveau einen Einfluss auf die Auswirkungen einer Mutation haben. 
9. Eine Erhöhung der Anzahl der verwendeten Orthologe und eine Veränderung der 
Zusammensetzung der in vivo gefundenen Daten veränderte die 
Vorhersagewahrscheinlichkeit. Die Übereinstimmung zwischen in vivo und in vitro 
war von der evolutionären Konservierung einer AS-Position abhängig. Je weniger 
konserviert eine Position war, desto geringer war die Übereinstimmung. Um eine 
Verzerrung der Vorhersagewahrscheinlichkeit aufgrund der Zusammenstellung der 
verwendeten Orthologe zu identifizieren, wurden verschiedene Varianten von 
Orthologzusammenstellungen miteinander verglichen. Schon bei einer Anzahl von 10 
ausgewählten Orthologen war die Übereinstimmung zwischen evolutionären und in 
vitro Daten bereits > 90 %. Die Auswahl einer Zusammenstellung von 12 Nicht-
Säugetier-Orthologen und 18 Säugetierorthologen, um die Überrepräsentation der 
Säugetiere zu beachten, führte nicht zu einer Erhöhung der Übereinstimmung 
zwischen evolutionären und experimentellen Daten. 
10. Die Auswahl der Orthologe für die Untersuchung von potentiell pathogenen 
Mutationen hängt von der Fragestellung und der Verfügbarkeit der Sequenz des 
untersuchten Proteins ab. Daten von evolutionär jüngeren Orthologen (Säugetiere) 
weisen eine geringere Sequenzvariabilität als evolutionär ältere Ortholge (z.B. 
Amphibien, Fische) auf. Mit wenigen evolutionär weit entfernten Spezies wird somit 
eine große Sequenzvielfalt dargestellt, wohingegen mit evolutionär näheren und 
jüngeren Spezies einzelne Variationen oder sogar nur Einzelmutationen häufiger sind. 
Eine große Anzahl von evolutionär jüngeren Spezies kann damit zur Sequenzvielfalt 
im Datensatz beitragen. 
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11. Am Beispiel des Modell-GPCR P2Y12 konnte hiermit erstmals gezeigt werden, dass 
der systematische Vergleich zwischen evolutionären (in vivo) Daten und in vitro 
Ergebnissen aus einem Hefeexpressionssystem in > 90 % übereinstimmen. Damit 
wurde erstmals der systematische Beweis des Prinzips der Heranziehung von 
evolutionären Daten als valide Vorhersagemöglichkeit für die Erklärung von 
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Suppl. Table S1. Comparison of ortholog sequence data and in vitro functional 
data. 
  We analyzed the occurrence of amino acid variants found in ortholog and in vitro data (based on SD 2-2-2) 
for receptor positions 236-301 and determined the structural conservation of every position. 
On average the orthologs presented a conservation of 90.7 ± 1.5 % per 
position which did not significantly differ from the conservation found in in 
vitro data (90.8 ± 1.9 %). 
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Ala, Gly, Ile, Leu, Met, 
Phe, Ser, Val 63,2 
Ala, Arg, Gly, His, Ile, Leu, Lys, 
Met, Phe, Ser, Thr, Trp, Tyr 31,6 
237 Lys Arg, Asn, Lys 89,5 Arg, Asn 89,5 
238 Val Val 100,0 Ile 94,7 
239 Phe Phe 100,0 --- 100,0 
240 Ile Ile, Leu, Val 89,5 Val 94,7 
241 Ile Ile, Val 94,7 --- 100,0 
242 Ile Ile, Leu, Val 89,5 Met, Val 89,5 
243 Ala Ala, Gly, Val 89,5 Cys, Gly, Leu, Phe, Ser, Thr 68,4 
244 Val Val 100,0 Glu 94,7 
245 Phe Phe, Ser 94,7 --- 100,0 
246 Phe Ile, Leu, Phe, Ser 84,2 --- 100,0 
247 Ile Ile, Leu, Thr, Val 84,2 Phe, Thr, Val 84,2 
248 Cys Cys 100,0 --- 100,0 
249 Phe Phe, Val 94,7 Tyr 94,7 
250 Val Ala, Val 94,7 Ala 94,7 
251 Pro Pro 100,0 --- 100,0 
252 Phe Phe 100,0 Tyr 94,7 
253 His His 100,0 --- 100,0 
254 Phe Phe 100,0 Thr 94,7 
255 Ala Ala, Asn, Ser, Thr 84,2 Met, Thr, Val 84,2 
256 Arg Arg 100,0 Asn, Pro 89,5 
257 Ile Ile, Val 94,7 Val 94,7 
258 Pro Pro 100,0 --- 100,0 
259 Tyr Tyr 100,0 --- 100,0 
260 Thr Thr 100,0 --- 100,0 
261 Leu Ile, Leu, Met 89,5 Ile 94,7 
262 Ser Ser, Thr 94,7 --- 100,0 
263 Gln Gln 100,0 --- 100,0 
264 Thr Thr 100,0 --- 100,0 
265 Arg Arg, Gln  94,7 His, Ser, Thr 84,2 
266 Asp 
Ala, Arg, Asn, Asp, Gln, 
Glu, Gly, His, Leu, Phe, 
Val 47,4 
Ala, Arg, Asn, Gln, Glu, His, Ile, 
Leu, Lys, Met, Phe, Ser, Thr, 
Tyr, Val 21,1 
267 Val 
Ala, Gly, His, Leu, Met, 
Ser, Val  68,4 Ile, Leu, Met, Phe, Tyr 73,7 
268 Phe Asn, Phe, Ser 89,5 --- 100,0 
269 Asp 
Ala, Asn, Asp, Gln, His, 
Lys, Pro, Ser, Val 57,9 Asn, Ser, Thr 84,2 
270 Cys Cys 100,0 --- 100,0 
271 Thr 
Ala, Arg, Asn, Gln, Glu, 
Ile, Lys, Pro, Ser, Thr 52,6 
Ala, Arg, Asn, Asp, Gln, Glu, 
Gly, His, Lys, Pro, Ser 42,1 
272 Ala 
Ala, Gln, Leu, Phe, Ser, 
Thr 73,7 Thr 94,7 
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273 Glu Gln, Glu, Lys, Met, Val 78,9 Ala, Gln, Ser 84,2 
274 Asn Asn, Ile, Leu 89,5 --- 100,0 
275 Thr Ala, Ile, Phe, Thr, Val 78,9 Ala, Glu, Ile, Leu, Trp, Tyr, Val 63,2 
276 Leu Leu, Phe 78,9 --- 100,0 
277 Phe Phe, Tyr 94,7 Cys, Trp, Tyr 84,2 
278 Tyr Gln, Lys, Tyr, Val 84,2 --- 100,0 
279 Val 
Ala, Ile, Leu, Met, Thr, 
Val 73,7 Ile, Leu 89,5 
280 Lys Lys 100,0 --- 100,0 
281 Glu Glu 100,0 --- 100,0 
282 Ser Ser, Thr 94,7 Ala, Gly 89,5 
283 Thr Thr 100,0 Cys 94,7 
284 Leu Leu 100,0 --- 100,0 
285 Trp Cys, Phe, Trp 89,5 Val 94,7 
286 Leu Leu 100,0 --- 100,0 
287 Thr Ala, Ser, Thr 89,5 Ala, Cys, Ser 84,2 
288 Ser Ala, Ser 94,7 Ala, Gly 89,5 
289 Leu Leu, Met, Phe, Pro, Thr 78,9 --- 100,0 
290 Asn Asn, His 94,7 His, Phe 89,5 
291 Ala Ala, Ser, Val 89,5 Asp, Leu 89,5 
292 Cys Cys, Ile, Leu, Val 84,2 Ala, Val 89,5 
293 Leu Leu 100,0 Ile 94,7 
294 Asp Asp 100,0 Gln, Glu 89,5 
295 Pro Pro 100,0 --- 100,0 
296 Phe Leu, Phe 94,7 --- 100,0 
297 Ile Ile 100,0 Met 94,7 
298 Tyr Tyr 100,0 Cys, Ser 89,5 
299 Phe Phe, Val 94,7 --- 100,0 
300 Phe Ala, Phe, Tyr 89,5 Tyr 94,7 
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